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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erf indung ist ein Verfahren zum Nachweis von Nudeinsauren unter Verwendung der Amplifi- 
kation der Nucleinsaure mit Hilfe markierter Primer sowie Nachweis des Amplif ikates mit Hilfe einer Fangsonde. 

5 [0002] Biospezifische Binding Assays, die mittels molekularer Erkennungsmechanismen den Nachweis bestimmter 
Analyte bzw. Analytmerkmale ermOglichen, sind aus Diagnostik und Bioanalytik nicht mehr wegzudenken. Dabei 
haben sich in den letzten Jahren neben den Immunoassays und Rezeptor IJgand-Assays Hybridisierungsassays test 
etabliert In Hybridisierungsassays wird das Prinzip der Paarung von NukJeobasen (A::T; G:::C) zus molekularen 
Erkennung bestimmter AnalytnuWeinsSuren (z. B. DNA, RNA) durch Sonden mit gewflnschter Spezif Hat ausgenutzt So 

10 sind z. B. mit Oligonucleotidsonden. die aus 18 - 20 Nudeotiden in ausgewahlter Sequenz aufgebaut sind, eindeutige 
Erkennungen seibst uber das menschliche Genom hinweg mOglich. 

[0003] Eine interessante und vielversprechende Erweiterung erfahren Hybridisierungsassays (= probe based assays) 
durch sogenannte NA Chlp-Technologien. Hier sind aufeinem Testtrager mlndestens 2, meist mehrere bis sehr vlele 
Sonden (probes) mit unterschiedllchen Sequenzen und somit unterschiedlicher Spezifitat in einem geometrischen 
15 Muster in getrennten Bereichen gebunden, so daB entsprechend viele Hybridisierungsreaktionen zwischen Sonden 
und Nudeinsaureanalyt-Segmenten bzw. verschiedenen Nudeinsaure-Analyten parallel durchgefOhrt werden kOnnen. 
Unter geeigneten Reaktionsbedingungen, z. B. Sequenzauswahl, Puffermilieu, Salzgehalt und vor allem Inkubations- 
und Waschtemperatur, gelingt es, nur solche Hybridisierungskomplexe festphasengebunden zu halten, bei denen alle 
in der OligonucleotkJsonde enthaltenen Nudeotide komplementar sind zu den entsprechenden Nucleotiden im Analyt- 
ic molekOI, so daB die voile Bindungsstarke resultiert. Man spricht dann von vollstandiger Basenpaarung (perfect match, 
PM). 

[0004] Hybridisierungskomplexe, die Fehlpaarungen (mismatches, MM) enthalten, werden unter solchen Bedingun- 
gen abgetGst. Unter optimalen Bedingungen kOnnen sogar Komplexe mit vollstandigen Basenpaarungen von Kbmple- 
xen mit 1-Punkt-Fehlpaarungen (single base transitions) eindeutig unterschieden wenden. Da dies parallel unter 
25 Anwendung eines geometrischen Fangsondenmusters (array) auf der Festphase geschieht, spricht man von probe 
array testing. 

[0005] Die Fangsonden kOnnen alle eine konstarrte Unge (Anzahl Nucleotidbausteine) haben, Oder die Oligo-LAnge 
kann dem GC-Gehalt umgekehrt proportional angepaBt sein. Im ersten Fall kann eine gemeinsame Schmelztempera- 
tur Tm for alle vollstandig gepaarten Hybridisierungskomplexe erreicht werden durch Pufferadditive, die z. B. AT-Bin- 

so dungen so verstarken, daB Tm unabhangig von der Nucleobasensequenz und allein abhangig von der Oligo-Lange 
wird. Beispiele for solche Additive sind Tetramethylammonium-chlorid (TMAC) und Tetraethylammonium-bromid. Im 
zweiten Fall bewirkt die angegebene Langenadaptation eine Tm-Nivellierung. Die Fangsonden kflnnen chemisch unter- 
schiedliche Backbones haben, welche die spezifitatsvermittelnden Nudeobasen tragen; z. B. Deoxyribosyl-phospho- 
diester-Strange (-> DNA), Ribosyl-phophodiester-Strange (-> RNA), Oder aber elner nicht natOrlichen Substanzklasse 

35 angehOren, z. B. N-(2-Aminoethyl)glycy1- oder N-(2-Aminoethyl)glutamyl-Strange (=> PNA, WO 92/20702). 

[0006] Probe array testing ist fQr viele molekularbiologische Oder diagnostische Anwendungen interessant. Dazu 
gehftrt Multi-Pathogen Testing (simultaner Nachweis verschiedener Krankheitserreger auf Genebene), (Sub-)Typisie- 
rung von Organismen. Analyse von genetischer Diversitat (Polymorphismen, Mutationen), Sequenzierung von Genen 
Oder Genom en, etc.. 

40 [0007] Nucleinsauren sind vergleichsweise komplexe Analyte, die in der Regel zuerst isoliert, dann amplifiziert, und 
im Falle von DNA einzelstrangig gemacht (denaturiert) werden mOssen, bevor sie in einem probe based assay Oder 
probe array testing eingesetzt werden kOnnen. Von diesem Aufarbeitungsgang her und der Tatsache, daB komplemen- 
tar Nudeobasen auch eine Nagung zur Basenpaarung innerhalb ein und desselben Strang es haben, ergeben sich 
einige typische Schwierigkeiten, wie z. B. variable Analyt-Titer in der ReaktionslOsung aufgrund schwankender Effizi- 

45 nz bei der Isdierung oder Amplifikation, suboptimale Denaturierungseffizienz, Reassoziation der Einzeistrange einer 
DNA zum ursprOnglichen Doppelstrang als Konkurrenz zur Hybridisierung eines Einzelstrangs mit der Sonde, strang- 
interne Hybridisierung (Sekundarstrukturbildung, z. B. Haarnadelschleifen oder Kreuzformationen) als Konkurrenz zur 
Sondenhybridisierung. Diese ist umso starker, je hOher der palindrome Index, d. h. die Selbstkomplementaritat, eines 
DNA- oder RNA-Stranges ist. 

so [0008] Besonders die letzten beiden Phdnomene bestimmen wesentlich die Zugdnglichkeit der dem Test zugrunde- 
liegenden Sequenzregion des Analyten und limitieren dadurch die Gesamt-Performance uber ein Array von Fangson- 
den hinweg. 

[0009] Bei der Amplifikation der AnalytnukJeinsdure bedierrt man sich meistens der sog. PCR-Methode (polymerase 
chain reaction, US-A-4.683.202). Dabei hat man die MOglichkeit, gleich bei der Amplifikation eine nachweisbare 
55 Gruppe einzubauen, z. B. ein Digoxigenin-Derivat (DIG-Markierung. EP-B-0 324 474). Dies kann geschehen. indem 
man im Nucleosidtriphosphat-Mix ein Teil des dTTP ersetzt durch DIG-dUTP. 

[0010] In DE-A-3807994 (US-A-5,476,769) ist ein Verfahren beschrieben, in dem detektierbar markierte Amplikon- 
strange an einer immobilisierbaren Fangsonde hybridisiert und die gebildeten Hybride nachgewiesen werden. 
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[001 1 ] In EP-A-0 079 1 39 ist das sogenannte Sandwich-Hybridisierungsverfahren beschrieben, in dem eine nachzu- 
weisende Nucleinsaure durch Hybridisierung mil einer Fangsonde und einer Nachweissonde, die zu unterschiedlichen 
Beretchen der Nucleinsaure komplementar sind, nachgewiesen warden. 

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erf indung war es, Hybridisierungsassays. die aufeiner Abfangreaktion von Amplffi- 
5 katen, die unter Einbau einer Markierung erzeugt wurden, zu verbessern, insbesondere hinsichtlich ihrer Diskriminie- 
rung zwischen zwei Oder mehr NuWeinsauren mit sehr nahe verwandten Sequenzen. 

[0013] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum selektiven Nachweis einer Nucleinsaure 
enthaltend die Schritte AmpW ikation der Nucleinsaure Oder eines Teils davon mit Hilfe zweier Primer, von denen einer 
mit einem Strang der nachzuweisenden Nucleinsaure und der andere mit einem hierzu komplementaren Strang hybri- 

w disieren kann und von denen mindestens einer eine nachweisbare MarWerung gebunden enthait unter Bildung jeweils 
eines Veriangerungsproduktes dieser Primer in einer Reaktionsmischung. Bindung einer Fangsonde an eines dieser 
Verlangerungsprodukte unter Ausbildung eines HybrkJisierungskomplexes, der die Fangsonde und mindestens dieses 
Veriangerungsprodukt enthait, Abtrennung des an die Fangsonde gebundenen Veriangerungsproduktes von nicht 
gebundenen Anteilen der Reaktionsmischung. und Bestimmung der an die Fangsonde gebundenen nachweisbaren 

is Markierung, wobei die Fangsonde so gewahtt wird. daB sie mit dem Strang des Veriangerungsproduktes binden kann, 
der auch mit demdurch Veriangerung des markierten Primers gebikJeten Veriangerungsprodukt hybridisieren kann. 
[001 4] In FIG 1 ist schematised! die Benennung der einzelnen Kbmponenten der AmpW ikation im Sinne der Erfindung 
gezeigt. Hierbei bedeuten: 

20 P 1 forward-Primer 

P2 reverse-Primer 

T1 sense-Tochterstrang (sense-Veriangerungsprodukt) 

T2 anti-sense Tochterstrang (anti-sense-Veriangerungsprodukt) 

M1 anti-sense Matrizenstrang (Templat); Strang der nachzuweisenden Nucleinsaure 

25 M2 sense-Matrizenstrang (Templat); Gegenstrang zur nachzuweisenden Nucleinsaure 

[001 5] In FIG 2 ist schematised ein schon festphasengebundener Kbmplex mit den Strangen T1 (unmarkiert), T2 (5*- 
terminal markiert) und der festphasengebundenen Sonde P gezeigt Das Rechteck ist eine detektierbare Markierung. 
[001 6] In FIG 3 ist die Lage der Regionen mit Mutationen im Segment gezeigt 

30 [001 7] In FIG 4 ist ein Fartungsvorschlag fur das rpo-p-Gensegment gezeigt. 

[0018] In FIG 5 ist ein Vergleich zwischen der idealen Situation (stabchenfOrmige DNA) mit der realen Situation A 
(gefaltet) gezeigt. Es wird deutlich, daB die Zuganglichkeit der terminalen MarWerung real stark beeintrachtigt ist Diese 
Beeintrachtigung wild nach dem Vorgehen gemaB der vorliegenden Erfindung reduziert bzw. vermieden. 
[0019] Ein Kern der vorliegenden Erfindung ist die uberraschende Beobachtung, daB die beste Diskriminierungs- 
' 35 scharfe (Unterscheidung PM gegenuber MM) dann gelingt, wenn die festphasengebundenen Fangsonden komplemen- 
tar antiparallel zum sense-Strang konzipiert sind. welcher in der PCR ausgehend von einem unmarkierten forward- 
Primer synthetisiert wird, die Nachweisreaktion aber auf den anti-sense-Strang zugreift, welcher in der PCR ausge- 
hend von einem mit einer nachweisbaren Gruppe markierten reverse-Primer synthetisiert wird, so daB der die Spezif i- 
tat (Diskriminierungsscharfe) bestimmende Sondenhybridisierungskomplex indirekt uber den DNA- 

40 Strangreassoziationskomplex nachgewiesen und ggfs. quantif iziert Umgekehrt kann die Fangsonde auch komplemen- 
tar zum anti-sense-Strang sein und der Nachweis erlblgt Ober Reassoziation mit dem via markierten forward-Primer 
nachweisbaren sense-Strang. 

[0020] Dies wirkt sich zwar auch bei Einzelhybridisierungen aus, besonders positiv ist es jedoch im Zusammenhang 
mit parallel durchgefuhrten Hybridisierungsassays, d. h. (D)NA probe array testing. 

45 [0021 ] Unter einem selektiven Nachweis wird ein Nachweis verstanden, der eine Nucleinsaure mit einer Zielsequenz, 
die sich nur geringfugig von einer Nicht-Zielsequenz unterscheidet. aus einer Probe auswahlt und bindet die eine Viel- 
zahi von Nucleinsauren enthait, welche die Zielsequenz nicht aufweisen, und unter denen sich auch die Zielsequenz 
bef inden kann Oder bef indet. Die Bindung findet durch Paarung komplementarer Basen, wie A und T bzw. U sowie G 
und C. einer Sonde und der nachzuweisenden Nucleinsaure statt Hierzu ist die Sequenz der Sonde hochgradig kom- 

so plementar, bevorzug 100 % komplementar, zu der Zielsequenz auf der Nucleinsaure. insbesondere bezOgOch solcher 
Basen, in denen sich die Zielsequenz von Nicht-Zielsequenzen unterscheidet Die Sondensequenz ist bevorzugt zwi- 
schen 8 und 36 nt. besonders bevorzugt zwischen 16 und 20 nt lang. Die chemische Struktur der Sonde, insbesonder 
in dem nicht-Nucleobasenteil. z. B. dem sogenannten Backbone, kann relativ frei gewahlt werden. vorausgesetzt die 
selektive Bindung mit der Zielsequenz ist noch mOglich. Neben den (bevorzugten) OligonucleotkJen (als Backbone 

55 dient das natOrliche Oder durch AnknOpfung von Gruppen modifizierte Zucker-Phosphat-Grundgerust) haben sich in 
jungster Zeit auch die sogenannten PeptkJ-Nucleinsauren (PNA gemaB WO 92/20702, Backbon aufg^>aut unter Ein- 
bau von kunstlichen Aminosauren) bewahrt. Als Sonden sind auch Molekule mit gemischten GrundgerOst-Bnheiten 
geeignet (WO 95/14706 Oder EP-A-0 672 700). 
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[0022] Eine Fangsonde. deren Funktion in der sequenzspezif ischen Immobilisierung der Reaktionskomplexe an die 
Festphase besteht kann beispielsweise dann mil dem Strang des Veriangenjngsproduktes binden, der auch mit dem 
durch Veriangerung des marWerten Primers gebfldeten Veriangenjngsproduktes hybridisieren kann, wenn sie zu einer 
Sequenz auf diesem Veriangerungsprodukt komplemerttar ist Diese Sequenz ist dann die Zielsequenz. Sie ist bei der 

5 nachzuweisenden Nucleinsaure entweder bekannt. kann durch Sequenzierung ermrttert werden Oder wird erst durch 
die Bindung an eine Oder mehrere Fangsonde(n) gemaB der vortiegenden Erfindung definiert und bestimmt 
[0023] Die Zielsequenz wird bevorzugt so gewahft, daB sie zwischen den aufeinanderzuweisenden "inneren" End en 
der Primer liegt. Die Sequenz der Zielsequenz wird so gewahrt, daB sie sich von Sequenzen nicht-nachzuweisender 
Nucleinsauren unterschekJet. insbesondere in ihrer Basenabfblge. Die Unterschiede kOnnen bedingt sein beispiels- 

10 weise durch Mutationen (Einzel-Basen-Austausche, aber auch mehrere), Deletionen, Insertionen oder Polymorphis- 
men. 

[0024] Ein Fachmann kann die geeigneten Zielsequenzen beispielsweise durch Sequenzrecherche und Sequenzver- 
gleich in den bekannten Sequenzdatenbanken auff inden. Im Sinne einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung, 
in der mehrere Sequenzen. Sequenzunterschiede, Mutationen, Polymorphismen oder ahnliches nachgewiesen wer- 

15 den, liegen die Zielsequenzen bevorzugt innerhalb eines Bereiches, der nit Hirfe eines einzigen Primerpaares (ein 
reverse- und ein forward-Primer) ampW iziert werden kann. Es ist jedoch prinzipiell auch mOglich. mehr Primer zu ver- 
wenden, insbesondere wenn sie alle zu Ampl'rf ikaten fuhren, die unter anderem die den ubrigen Zielsequenzen ent- 
sprechende Regionen entharten. Die nachzuweisende Nucleinsaure kann RNA oder DNA beliebigen Ursprungs sein. 
Bevorzugt ist es genomische DNA. 

20 [0025] Unter einer zu einer anderen Nucleinsaure oder Sequenz komplementaren Nucleinsaure oder Sequenz wird 
hier eine Nucleinsaure oder Sequenz verstanden, die eine 6oIche ununterbrochene, aufeinanderfolgende Reihe von 
Basen enthait, die mit einer ununterbrochenen, aufeinanderfolgenden Reihe von Basen der anderen Nucleinsaure oder 
Sequenz Watson-Crick oder/und Hoogsteen-Basenpaarungen bilden kSnnen. Diese Reihe ist bevorzugt langer als 10 
Basen. 

25 [0026] Unter einer zu einer anderen Nucleinsaure oder Sequenz homologen Nucleinsaure oder Sequenz wird hier 
eine Nucleinsaure oder Sequenz verstanden, die zu einer zu der anderen Nucleinsaure komplementaren Nucleinsaure 
oder Sequenz komplementar ist. Dabei werden jeweils ununterbrochene Sequenzen von Basen vergfichen. 
[0027] Dabei ist es fQr den Fachmann offensichtlich, daB es neben den natOrlich vorkommenden Basen auch kOnst- 
liche Basen gibt. die sich hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens zu anderen Basen nicht wesentlich von den natQrlichen 

30 Basen unterscheiden. FOr den Fall von Oligonucleotiden als Sonden spricht man auch von Hybridisierung. Die Bedin- 
gungen, bei denen eine optimale Hybridisierung stattftndet, sind dem Fachmann vertraut Beispielsweise richten sich 
Temperatur, Sondeniange und Salzgehart auch nach dem GC-Gehalt der nachzuweisenden Nucleinsaure. 
[0028] Das vorliegende Verfahren hat den Vorteil. daB unter sonst gleichen Bedingungen eine hOhere Selektivitat des 
Nachweises erreicht werden kann. Umgekehrt kann bei gleichbleibender Selektivitat die Stringenz der ProzeBparame- 

35 ter (z. B. H6he der Waschtemperatix) erniedrigt werden. Unter Selektivitat wird die spezrfische Sondenhybridisierung 
an Nucleinsauren mit einer exakt komplementaren Basensequenz unter Diskriminierung samtlicher Nucleinsauren mit 
nicht exakt komplementarer Sequenz verstanden. 

[0029] Proben im Sinne der Erfindung sind FIQssigkerten. wie KOrperf lOssigkeiten, Kulturmedien oder Gewebe, bzw. 
deren Aufbereitungsprodukte, wie Lysate, Extrakte oder Isolate, wie Serum, Plasma und davon abgeleitete Produkte. 

40 [0030] Verfahren zur Amplrf ikation sind dem Fachmann prinzipiell bekannt. Beispiele sind Amplif ikationen wie NASBA 
(EP-B-0 329 822 Oder US-A-5, 130,238), LCR (EP-B-0 320 208) und PCR (WO 90/01069). Bevorzugt Im Sinne der 
Erfindung ist jedoch die Amplifikation nach dem PCR-Prinzip (EP-B-0 200 362 bzw. US-A-4,683,202). Hierbei werden 
mindestens 2 Primer eingesetzt, die bezQglich ihrer Sequenz so ausgewdhlt werden, daB einer mit einem Strang der 
nachzuweisenden Nucleinsaure so hybridisieren kann, daB sich mit ihm als Templat nach Einwirkung einer Polymerase 

45 und den weiteren hierfOr benCtigten Reagenzien, wie Puffer, Mononucleosidtriphosphaten etc. unter Verwendung einer 
downstream vom 3'-Ende des Primers gelegenen NucleinsaurestOcks als Templat ein Veriangerungsprodukt bildet, das 
wiederum als Templat f Or die Hybridisierung mit dem und Veriangerung des anderen Primers dienen kann. Je selektiver 
die Primer an die Nucleinsaure bzw. deren Gegenstrang binden, desto selektiver wird schon die Amplifikation. Durch 
mehrfache AusfOhrung der Reaktionsschritte Hybridisierung eines Primers mit seinem Templat, Veriangerung des Pri- 

50 mers und Trennung des Veriangenjngsproduktes von seinem Templat ist es mOglich, eine Vielzahl von Kbpien des zwi- 
schen den auBeren Enden der Primer gelegenen NucleinsaurestOckes, welches die Zielsequenz(en) enthait, 
herzustellen. 

[0031] Unter einem forward-Primer wird ein Primer verstanden, der mit einer Sequenz des nachzuweisenden Nuclein- 
saurestranges hybridisieren kann bzw. hybridisiert Der Strang kann ausgewahrt werden aus einem der beiden Strange 
55 eines Doppelstranges, kann aber auch eine selbst schon einzelstrangige Nucleinsaure, z. B. RNA, bevorzugt mRNA 
oder rRNA, sein. Der reverse-Primer ist ein Primer, der mit dem aus dem forward-Primer gebildeten Veriangerungspro- 
dukt hybridisieren kann bzw. hybridisiert 

[0032] Bei dem forward-Primer handert es sich bevorzugt urn einen Primer, der mit dem anti-sense-Strang der nach- 
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zuwelsenden Nucleinsaure hybrldlsleren kann, der reverse-Primer mit dem sense-Strang. Aus dem forward-Primer bil- 
dot sich somit ein sense- Verlflngerungsprodukt (sense-Tochterstrang), FIG 1 . 

[0033] Neben einer auf die Primerblndungsstelle gerlchteten Sequenz kOnnen die Primer auch weitere Sequenzen, 
die nicht direkl mit der nachzuweisenden Nucleinsaure hybridisieren kOnnen. enthalten, z. B. ofigo T-Enden, die bevor- 
s zugt am 5'-Ende als Abstandshalter zu einer Markierung dienen. Auch die Fangsonden kOnnen so modif iziert sein. 
[0034] Ubliche Primer haben eine Lflnge von zwischen 12 und 30 NucIeotkJen/Basen. Diese sind bei der vorliegen- 
den Erf indung beide einbezogen in den darauffolgenden Nachweis. welcher ein Zeichen fQr die Anwesenheit (qualita- 
tiver Nachweis) oder die Menge (quantitativer Nachweis) der AnalytnucleinsSure ist. 

[0035] lm Sinne der Erfindung ist mindestens einer, bevorzugt jedoch nur einer der Primer, ausgewahlt aus der 
10 Gruppe der forward- und der reverse-Primer, besonders bevorzugt der reverse, nachweisbar markiert Unter einer Mar- 
kierung wird eine chemische Gruppe verstanden, die sich in ihren Eigenschaften von denen von Nucleiosauren detek- 
tierbar unterscheidet. Eine solche Eigenschaft kann z. B. eine Absorption bei einer bestimmten Welleniange. 
Fluoreszenz, Streuung, Reflektion Oder Bindefahigkeit zu anderen Substanzen sein. Man kann sie auch in direkte und 
indlrekte Marklerungen trennen. Direkte Marklerungen kOnnen ohne Zusatz welterer Blndekomponenten aufgrund Ihrer 
is signalerzeugenden Eigenschaft nachgewiesen werden. Zu dieser Gruppe zfthlen beispielsweise Enzyme, wie alkali- 
sche Phosphatase oder Peroxidase (POD), die durch Verfolgung der enzymkatalysierten Umsetzung eines Farbsub- 
strats nachgewiesen werden kOnnen. Gruppen, die diese Bedingungen erfullen, sind jedoch im Sinne der Erf indung nur 
dann bevorzugt. wenn das Substrat in der Nfihe des Kbmplexes wfihrend der Messung verWeibt, z. B. wie bei Aquorin. 
Hierzu zahlen jedoch auch die aufgrund ihres spektralen Verhaltens nachweisbaren, signalgebenden Gruppen. wie 
20 Fluoreszein. 

[0036] Indirekte Markierungen sind solche. die noch eine Bindung an ein weiteres Reagenz benOtigen. das eine hier- 
mit bindefahige Korrponente enthait, welches dann wiederum direkl oder indirekt markiert sein kann. Zu diesen Grup- 
pen zahlen beispielsweise Haptene, wie Biotin oder Digoxigenin. Sie kOnnen durch Umsetzung mit einem 
Nachweisreagenz enthaltend ihre Bindepartner, z. B. Streptavidin bzw. einen AntikOrper. nachgewiesen werden; dazu 

25 sind diese durch eine signalgebende oder signaivermittelnde Gruppe. z. B. durch Aquorin oder einen Fluorophor. mar- 
kiert Besonders bevorzugt als signalgebende Gruppe sind partikuiare Kbmponenten, z. B. Beads oder Microspharen 
aus Latex, die einen nachweisbaren Farbstoff beinhalten. Die Erfindung wirkt sich besonders positiv aus bei Partiketn 
einer groBen GrOBe, die wegen der in FIG 5 gezeigten sterischen Situation real nicht an die Markierung (dort Digoxi- 
genin) binden kann. wenn nicht die stranginterne Reassoziation ausgeschaltet wird. Die Markierung ist natOrlich 

30 zweckmSBigerweise so an dem Primer angebracht, daB sie die Hybridisierung und Veriangerung des Primers mOg- 
lichst wenig behindert Bevorzugt ist dabei die Anbringung am S'-Ende im Falle eines Oligonucleotides, z. B. wahrend 
der chemischen Synthese. unter Verwendung eines mit der MarWerungsgruppe derivatisierten Phosphoramidites. Die 
Markierung kann jedoch auch an einer Base angebracht sein (WO 93/05060). Im Falle von PNA wird die Markierung 
bevorzugt am Aminoende angebracht (WO 92/20703). 

35 [0037] Unter einer Fangsonde wird eine Nucleinsaure bindende Einheit verstanden. die eines der durch Amplif ikation 
hergestellten Nucleinsaurestrange (Veriangerungsprodukte) selektiv binden kann und entweder an eine Festphase 
gebunden weiden kann (immobilisierbar) oder gebunden ist (immobilisiert). Unter direkter Bindung wird in diesem 
Zusammenhang die Bindung zweier Basen mit Hilfe von WasserstoffbrOcken verstanden. Die Bindung an eine Fest- 
phase kann kovalent Oder nicht-kovalerrt sein. Kbvalente Bindungen konnen entweder gewahrleistet werden durch 

40 Phosphodiesterbindungen (EP-B-0 386 229) und Amidbindungen (EP-B-0 562 025 oder US-A-5.242.974) aber auch 
durch Aktivierung photosensitiver Reste (z. B. Diazogruppen) und Inkontaktbringen mit einer LOsung in eine Sonde, die 
eine reaktive Gruppe (z. B. PCT/EP 96/00893) enthait 

[0038] Nicht-kovalente Bindungen sind beispielsweise biospezrtische Bindungen. wie enthalten in den WechseJwir- 
kungspaaren (Strept)avidin-Biotin, Hapten-AntikOrper. Vitamin-Rezeptor etc.. Bevorzugt ist die Fangsonde biotin-mar- 

45 kiert. z. B. uber eine 5 f -Phosphatgruppe mit HiHe eines Aminoalkyl-Unkers und die Feslphase ist Streptavidin- 
uberzogen. Besonders bevorzugt ist die Fangsonde jedoch schonvor Inkontaktbringen mit der Reaktionsmischung aus 
der Amplifikation kovalent oder uber eine stabile biospezifische Bindung (z. B. (Strept)AvkJin- Biotin) an die Festphas 
gebunden. Die Konstitution der Festphase ist for die vorliegende Erfindung nicht wesentlich. Sie sollte jedoch in der 
Amplif ikations-mischung unlOslich sein. Besonders geeignet sind z. B. Phasen aus Kunststoffen mrt oder ohne metalli- 

so schen Anteil. z. B. in Form von Perlen, aber auch eines porOsen Vlieses oder eines mehr oder weniger f lachen. nicht- 
porOsen Testtragers. Wesentliche Eigenschaft des Tragers ist die Darstellung eines Ortes. an welchen die Fangsonden 
gebunden sind oder werden k&nnen, und woran dann im Falle der Anwesenheit. die nachzuweisende Nucleinsaure bin- 
den kann. Bevorzugt wird nicht gleichzeitig zu einer Fangsonde mrt einer bestimmten Sequenz auch eine Fangsonde 
eingesetzt. die zu 100 % komplementar zu der Fangsonde ist. 

55 [0039] Eine besondere Ausfuhrungsform der Erfindung ist auf den potentieilen (Mehrfach)Nachweis einer Mehrzahl 
von Nueleinsauren unterschiedlicher Sequenz gerichtet. Dies kann dadurch geschehen. da6 fflr jede nachzuweisende 
Nucleinsaure bzw. Sequenz eine gerade hierfOr seJektive Fangsonde eingesetzt wird. Die Fangsonden kOnnen zwar an 
unterschiedliche Festphasen gebunden sein. besonders bevorzugt an unterschiedlichen Stellen, besonders bevorzugt 
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an definierte und meBtechnisch urrterscheidbare geometrische Orte auf denselben Festphase gebunden sein. bevor- 
zugt nach Art der Nucleinsaurearrays. wie beispielsweise beschrieben in WO 92/10588. Hierbei kOnnen bestimmte 
geometrische Muster gewahlt werden, z. B. rechteckige, hexagonale oder kreuzfOrmige Matrices, die die Ausw rtung 
erleichtern. Damit kOnnen ganze Cluster von Zielsequenzen bezOglich fhrer Anwesenheit bzw. Abwesenheit in einer 

5 Probe untersucht werden. Die vorliegende Erf indung benutzt die Bildung eines Bindekomplexes (Hybrides), welches 
sowohl das Veriangerungsprodukt des reverse- als auch des forward-Primers als auch die Fangsonde enthait Hierbei 
wird im Folgenden von dem Veriangerungsprodukl als forward-Veriangerungsprodukt gesprochen, welches durch Ver- 
langerung des forward-Primers gebildet wurde. In den aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren wurden nicht 
die Bedingungen eingehalten. die for die meBbare Bildung eines solchen Hybrides erfbnderlich slnd. Generell 1st die BH- 

io dung eines solchen Komplexes bevorzugt, wenn der Fangsonde ausreichend Gelegenheit zur Hybridislerung mlt elnem 
Strang des Amplrfikates gegeben wird, bevor dieser mit seinem (Amplifikat-)Gegenstrang unter Bildung eines (Re- 
Jassoziationsproduktes hybridisieren kann. Geschieht dies nicht kann die Fangsonde gerade bei zu starker strangin- 
terner Hybridbildung neigender nachzuweisender Nucleinsauren nicht mehr mit dem gewOnschten Veriangerungspro- 
dukl hybridisieren und ein Nachweis ist erschwert oder unmOglich gemacht. da die Signalstdrke dann recht gering ist. 

is [0040] Dies kann folgendermaBen erreicht werden; eine geeignete Menge an HybridisierungslOsung sowie ein Ali- 
quot aus dem Reaktionsgemisch aus der Amplifikation, in welchem als Doppelstrange vorliegende Veriangerungspro- 
dukte durch Basendenaturierung einzelstrangig gemacht wurden, werden jeweils getrenrrt oder/und nacheinander in 
eine Pipette, bevorzugt in dieselbe Pipette, physikalisch voneinander getrenrrt (so da!3 eine Vermischung in der Pipette 
im wesentlichen ausgeschlossen ist) aufgenommen und dann in ein GefaB ausgestoBen, welches die Festphase errt- 

20 halt. 

[0041] In einer bevorzugten AusfOhrungsform wird zuerst die HybridisierungslOsung, dann eine LuftWase und dann 
das Reaktionsgemisch in eine Pipette Oder eine Nadel aufgesaugt, so daB sich die beiden ROssigkeiten mOglichst nicht 
vermischen. Dann werden die beiden ROssigkeiten schnell, d. h. innerhalb eines Zertraumes von weniger als 5 sec., 
bevorzugt weniger als 1 sec. in ein GefaB ausgestoBen. welche die Fangsonde enthait Eine rasche Vermischung wird 

25 insbesondere erreicht durch die Schnelligkeit des AusstoBes und gewQnschtenfalls durch wiederholtes Aufnehmen und 
AusstoBen der Flussigkert in die und aus der Pipette. Die Schnelligkeit des AusstoBes muB hierbei der Geometrie des 
ReaktionsgefaBes angepaBt sein, z. B. um Versprrtzungen zu vermeiden. Durch eine rasche Vermischung ist gewahr- 
leistet daB die Hybridisierung eines Stranges des Veriangerungs-produktes mit einer Fangsonde praktisch gleifchzeitig 
vonstatten gehen kann, wie die Hybridisierung mit dem Gegenstrang oder stranginteme Hybridisierung. Der Startzeit- 

30 punkt for die Hybridisierung wird mit to bezeichnet und ist der Zertpunkt, bei dem Reaktionsbedingungen eingestellt 
sind, die eine Hybridisierung erlauben. 

[0042] BezOglich der Inkubations-Temperatur ist es bevorzugt. eine solche zu wahlen, bei der die Fangsonde mit dem 
sense-Strang hybridisieren kann, bevorzugt ^ 5°C unterhalb des Schmelzpunktes dieses Hybrids und £ 2 °C obeitialb 
des Gefrierpunktes der Mischung. 

35 [0043] Die Inkubation der Sonde(n) mit dem Reaktionsgemisch findet bevorzugt zwischen 45 und 180 min statt. 
AnschlieBend wird der nicht an die Festphase gebundene Anteil von Primern (insbesondere des marWerten Primers) 
sowie von marWerten Amplifikationsprodukten von der Festphase abgetrennt, so daB nicht selektiv gebundene, d. h. 
OberschOssige, MarWerung, die Bestimmung des selektiv gebundenen Antells nicht wesentlich stOrt. Dies kann durch 
Abpipettieren der FlOssigkeit, gewQnschtenfalls unterstotzt durch einen oder mehrere Waschschritte, geschehen. 

40 [0044] In einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erf indung werden die Hybridisierungsbedingungen wahrend der 
Inkubtion der Fangsonde mit den AmpWikaten relativ unstringent gewahlt, d. h. so, daB noch keine selektive Hybridisie- 
rung stattfindet, sondern relativ viel Nucleinsaure relativ unselektiv gebunden wird. In einem oder mehreren der nach- 
folgenden Waschschritte hingegen werden relativ stringente Hybridisierungsbedingungen gewahlt. Dabei lOsen sich 
die Hybride wieder auf, in denen die Fangsonde relativ wenig komplementar zur Zielsequenz ist, wahrend die stronger 

45 komplementaren Hybride gebunden bleiben. 

[0045] Dazu wird der Waschpuffer bevorzugt folgendermaBen ausgesucht. Er enthait 2 bis 5 mol/l TMAC, 0.1 — 5 
mmol/l eines Chelatbildners (z. B. EDTA), 0.1 bis 5 Gew.% eines bevorzugt anionischen Detergenz sowie 1 bis 100 mM 
einer organischen Pufferbasis. 

[0046] Das vorliegende Verfahren eignet sich besonders fOr Nachweise von Mutationen, insbesondere komplexen 
so Musters, z. B. bei Resistertzen von Organismen, wie gegen Antibiotika oder Poiymorphismen, wie bei p53. Es ist 
dadurch gekennzeichnet. daB es besonders selektiv ist, d. h. besonders gut zwischen sehr ahnlichen Nucleinsaurese- 
quenzen unterscheiden bzw. diskriminieren kann. 

[0047] In einer bevorzugten AusfOhrungsform wird die Probe, z. B. ein Serum, mit Hilfe von Reagenzien so behandelt, 
daB die nachzuweisenden Nucleinsauren in fOr die Hybridisierung zuganglicher Form vorliegen. Dies kann beispiels- 
55 weise geschehen durch Zusatz von Reagenzien. di Zellwande von Organismen, z. B, Viren oder Bakterien, lysieren. 
Falls gewOnscht kOnnen die Nucleinsauren vorgereinigt werden, z. B. durch Immobilislerung an einer Festphase. wie 
an Glaspartikeln unter Zusatz von chaotropen Salzen. Solche Vorreinigungen sind beispielsweise beschrieben in EP- 
A-0 389 063 oder US-A-5,234,809. Die nudeinsaurehaltige LSsung wird nun einer Nucleinsaureamplifikation durch 
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PCR unterzogen, wobei der reverse-Primer mit einer nachweisbaren Gruppe marWert ist, der forward-Primer nicht Der 
zwischen den Primern liegende Bereich der nachzuweisenden Nucleinsaure ist derjenige, der die Zielsequenz enthait. 
Die amplifikathaltige LGsung wird gleichzeitig mit einer HybridisierungslGsung in einf laches ReaktionsgefaB gegeben. 
an dessen Oberfiache in diskreten Bereichen Fangsonden unterschiedlicher Sequenz gebunden sind, wobei die Fang- 
5 sonden komplementar zu jeweils einer Zielsequenz aufdem unmarkierten sense-Strang einer der nachzuweisenden 
Nucleinsaure slnd. Sind umgekehrtdie Fangsonden antiparallelkomplementar zum anti-sense Strang konzipiert. wird 
entsprechend der forward-Primer in markierter Form eingesetzt 

roo48] Dabei bilden sich erf indungsgemaB die gewunschten Hybride aus der Fangsonde und den beiden Strangen. 
sofern die nachzuweisende Nucleinsaure in der ursprGnglichen Probe enthalten war. Die Bildung der Hybride kann 
w Dber die eingebaute Markierung In den Ampllf ikaten nachgewiesen werden. z. B. direkt Qber ein (Fluoreszenz-)Mikro- 
skop. Bei indirekten Markierungen. z. B. durch ein Hapten, wird zunachst mit einem markierten AntikOrper gegen das 
Hapten umgesetzt. so daB der AntikOrper und somit die (zweite) Markierung an die (erste) Markierung bindet Danach 
ist die Messung der (zwerten) Markierung moglich. 

[0049J Die Auswertung der Messung geschieht dahingehend, daB festgestellt wird, an welchen Stellen eine Markie- 
rung gemessen wird. Die zu der dort gebundenen (bekannten) Sequenz der Fangsonde komplementare Sequenz ist 
dann in der Probe vorhanden. Oblicherweise wird bei der Entscheidung, ob das gemessene Signal als posrtiv zu werten 
ist, ein Schwellenwert definiert, oberhalb dessen angenommen wird, daB die Nucleinsaure vorhanden war. Da die 
MeBsignale fur unterschiedliche Sequenzen und Ahnlichkeiten schwanken kOnnen, die MeBempfindlichkeit jedoch 
meist so hoch ist, daB auch Hintergrundsignale als Signal gewertet werden kOnnte. ist die cfcirch cfe vorliegende Erfin- 
dung erreichbare hOhere Diskriminierung auBerordentlich wichtig, urn falsche Auswertungen zu vermeiden. Es kann 
sehr viel besser zwischen den Signalen bei Anwesenheit und Abwesenheit der Zielsequenz differenziert werden. 
10050] Bei solchen Vielfachtests ist es einerseits mOglich, verschiedenste Analyten. z. B. Viren, wie HBV, HGV, HCV 
und HIV, miteinander unter Verwendung verschiedener Primerpaare zu detektieren, Oder Teilsequenzen einer 
bestimmten Nucleinsaure. z. B. Polymorphismen auf menschlichen Genomen, nachzuweisen, jedoch ist es auch m6g- 
25 lich. Sequenzen nach dem "Sequencing-by-hybridization--(SBH)-Verfahren zu sequenzieren, entweder de-novo (bis- 
lang unbekannte Sequenzen) Oder auch zum Auffinden von Abweichungen von einer normalen Sequenz. Ein SBH- 
Verfahren ist beispielsweise beschrieben in Khrapko et al.. FEBS Letters 250. 118 — 122 (1989) Oder Khrapto et al.. 
J. DNA Sequencing and Mapping 1. 375 — 388 (1991). Dazu werden Oblicherweise Fangsonden ungefahr gleicher 
Unge verwendet, deren Sequenzen so uberlappen, daB sie am einen Ende kurzer und am anderen Ende langer sind 
30 als die nachstahnliche Sequenz. Umgekehrt gilt fur jede weitere Sequenz. daB sie in unveranderter Richtung am einen 
Ende langer, aber am anderen kOrzer ist Der so gebfldete Versatz betragt, je nach Bedurfnissen. zwischen 1 und 5 
Nucleotiden. Die Sequenz der zu sequenzierenden Nucleinsauren kann durch Zusammensetzen der ertialtenen Hybn- 
disierungsinfbrmationen ermittelt werden. 

[0051 ] Fur die Mutationsanalyse kOnnen allel- Oder mutationsspezif ische Fangsonden eingesetzt werden. 

35 [0052] Ebenfalls Gegenstand ist daher ein Vertahren zum selektiven Nachweis einer Nucleinsaure enthaltend die 
Schritte Amplifikation der Nucleinsaure oder eines Teils davon mit Hilfe zweier Primer, von denen einer mit einem 
Strang der nachzuweisenden Nucleinsaure und der andere mit einem hierzu komplementaren Strang hybridisieren 
kann und von denen mindestens einer eine nachweisbare MarWemng gebunden enthait, unter Bildung jeweils eines 
Veriangerungsproduktes dieser Primer in einer Reaktionsmischung, Bindung einer Fangsonde an eines dieser Verian- 

40 gerungsprodukte unter AusbiHung eines Hybridisierungskomplexes, der die Fangsonde und mindestens dieses Ver- 
langerungsprodukt enthait, Abtrennung des an die Fangsonde gebundenen Veriangerungsproduktes von nicht 
gebundenen Anteilen der Reaktionsmischung, und Bestimmung der an die Fangsonde gebundenen nachweisbaren 
Markierung, dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonde so gewahlt wird, daB sie mit dem Strang des Veriangerungs- 
produktes binden kann, der auch mit dem durch Veriangerung des marWerten Primers gebildeten Veriangerungspro- 

45 dukt hybridisieren kann. 

[0053] Ebenfalls Gegenstand ist ein ReagenzWt zum Nachweis von Nucleinsauren enthaltend in getrennten Behai- 
tern mindestens einen Primer, der eine nachweisbare Markierung gebunden enthait, zur Amplifikation der Nucleinsau- 
ren oder Teilen davon, mindestens 2 Fangsonden unterschiedlicher Sequenz. dadurch gekennzeichnet. daB der Primer 
so gewahlt wird, daB er mit demselben Strang des Veriangerungsproduktes hybridisieren kann wie die Fangsonden. 
so [0054] Ebenfalls Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung eines ReagenzienWts, enthaltend mindestens einen 
nachweisbar markierten Primer und mindestens 2 Fangsonden mit unterschiedlicher Sequenz, wobei der mindestens 
eine nachweisbar markierte Primer so gewahlt wird, daB er mit demselben Strang jeder Zielnucleinsaure hybridisieren 
kann wie die Fangsonden. bei der Mutationsanalyse. 

[0055] Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele eriautert: 

55 
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Beisplele 
Beispiel 1 

Nachweis von Mvcobakterium tuberculosum 
A. Probenvorbereitung und Amplifikation 

[0056] In E. coli Wonierte DNA-Plasmidstandards, die das Qen for die p-Untereinheit der RNA-Polymerase (rpo-p) 
von Mycobacterium tuberculosis enthalten (Wildtyp WT und Mutant en MX), wurden nach Zelllyse isoliert und Ober Qia- 
gen-Saulchen gereinigt Das fOr Rifampicin-Resistenz relevante rpo-p-Gensegment wurde via PCR amplifiziert, wobei 
wahlweise der f onward- Oder der reverse-Primer am 5 -Ende eine DIG-Maritierung trug. Die Primer-Oligonucleotide 
wurden gemaB Standard-Phosphoramlditchemie syrrthetisiert (Caruthers, M.H., Barone A.D., Beaucage, S.L., Dodds, 
D.R., Rsher, E.F., McBiide. L.J., Matteucci. M., Stablnsky, Z., Tang, J.Y., Chemical synthesis of deoxyribonucleotides. 
Methods in Enzymology 154, 287-313 (1987)) und ggfs. 5 -terminal funktionalisiert via Einbau von [N-Trrfluoroacet- 
amido-(3-oxa)pentyl-N,N<lnsopropyl-methyl-phophoramid'rt (Rrma Boehringer Mannheim GmbH (BM), Best Nr. 
1480863), nachfolgender basische Abspaltung der Tr'rf luoracetyl-Schutzgruppe mit wflssrigem Ammoniak und Umset- 
zung mit Digowgenin-3-0-methylcart)onyl-6-amidocaproyl-NHS-ester (Rrma BM, Best Nr. 1333054). 
[0057] Das PCR-Temperaturprofil, gefahren auf einem Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9600 mit Einsatz von 1 
jil gereinigtem Zeflextrakt pro 100 pi PCR ReaktionslOsung, lautete: 

Initiation 3' 94°C; 10 ZyWen 15" 95°C / 30" 68°C / 30" 72°C; 20 ZyWen 15" 94°C / 30" 68°C / 30" + zusatzlich 20" 
mit jedem neuen ZykJus bei 72°C; 5* 70°C. Aquilibrierung ^30* 4°C 

PCR Puffer: 10 mM Tris/HCI. 1 .5 mM MgCI 2 , 50 mM KCI. . pH 8.3. Primer Qeweils forward und reverse, siehe unten) 
Polymerase und dNTPs gemaB PCR Core Kit (BM, Kat. Nr. 1 578553). 

PCR-Primer (R = reverse; F = forward): 

Primer 55 F:5--TCG CCG CGA TCA AGG AGT-3* (SEQ.ID.NO. 1) 
Primer 55 R:5'-TGC ACG TCG CGG ACC TCC A-3* (SEQ.ID.NO.2) 
Primer 56 F : 5'- DIG-TCG CCG CGA TCA AGG AGT-3' (SEQ. ID.NO.3) 
Primer 56 R : 5 - DIG-TGC ACG TCG CGG ACC TCC A-3' (SEQ.ID.NO.4) 
MTB rpo-p-Amplicon (sense-Strang; 157 nt): 

5'- TCG CCG CGA TCA AGG AGT TCT TCG GCA CCA GCC AGC TGA GCC AAT TCA TGG ACC AGA ACA ACC 
CGC TGT CGG GGT TGA CCC ACA AGC GCC GAC TGT CGG CGC TGG GGC CCG GCG GTC TGT CAC GTG 
AGC GTG CCG GGC TGG AGG TCC GCG ACG TGC A-3' (SEQ.ID.NO.5) 

[0058] Amplifizierte Plasmidstandards, Wildtyp (WT) oder Mutant en (MX), wurden nach Kontrolle Ober Gelelektropho- 
rese und Ethidiumbromid-Anfdrbung aliquotiert und bis zur Benutzung tiefgefroren aufbewahrt. 

B) Denaturierung der Amplif ikate 

[0059] Es werden zun&chst 5 pi LAsung des DIG-markierten Amplif ikates und 5 til einer stark basischen Denaturie- 
rungslOsung (50 mM NaOH, 2 mM EDTA) in einem inerten ReaktionsgefdB (z. B. von der Fa. Eppendorf) gemischt und 
^10 min bei RT inkubiert 

C) Herstellung des Disposables 

[0060] Fangsonden. komplementar antiparallel zum sense-Ampli con -Strang, wurden ebenfalls gemaB Standard- 
Phosphoramiditchemie als 18-mere mit 5*-terminaler Biotinylierung synthetisiert Die Biotin-Gruppe wurde direkt bei 
der Synth ese eingebaut mittels eines Biotinoyl-6-amick>hexyl-N ( N<Jiisopropyt-0^ bei dem 

der reaktive imkJazolyl-Stickstoff Dimethaxytrityl-geschOtzt ist ( Rrma Perkin-Elmer ABI, Nr. 401396). 
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[0061 ] c * komplementar zum sense-Strang; S = sensitiv (aUf Rifampicin-Behandlung (= den Wildtyp erfassende Son- 
den); R = resistent gegenuber Rifampicin-Behandlung (= diverse Mutanten erfassende Sonden) 

CS1-18/2-BIO 5'-BIO-T 20 -ATT GGC TCA GCT GGC TGG-3' (Tab. 4) SEQ.ID.NO.6 

cR1a-18-BIO 5*-BIO-T 20 -TTG GCT CGG CTG GCT GGT-3' (Tab. 4) SEQ.ID.NO.7 

CS2-18-BIO 5'-BIO-T 20 -GTT GTT CTG GTC CAT GAA-3' (Tab. 4) SEG.ID.NO.8 
w CR2-1 8-BIO 5'-BIO-T 20 -GTT GTT CTG GAG CAT GAA-3' (Tab. 4) SEQ.ID.NO.9 

CS3-18/1-BIO 5'-BIO-T 20 -CAA CCC CGA CAG CGGGTT-3' (Tab.1-3) SEQ.ID.NO.10 

CS3-18/2-BIO 5'-BIO-T 20 -TCA ACC CCG ACA GCG GGT-3* (Tab.4) SEQ.ID.NO.1 1 

CS4-18-BIO 5'-BIO-T 20 -TCG GCG CTT GTG GGT CAA-3' SEQ.ID.NO.12 

cR4a-18-BIO 5'-BIO-T 20 - TCG GCG CTT GTA GGT CAA-3' SEQ.ID.NO 13 
20 cR4b-18-BIO 5'-BIO-T 20 - TCG GCG CTT GTC GGT CAA-3' SEQ.ID.NO 14 

cdS4-18-BIO 5'-BIO-T 20 - TCG GCG CTT GCG GGT CAA-3' (Tab. 4) SEQ.ID.NO.15 

CS5-18-BIO 5'-BIO-T 20 -CCC CAG CGC CGA CAG TCG-3' SEQ.ID.NO 16 

CR5-18-BIO 5'-BIO-T 20 -CCC CAG CGC CAA CAG TCG-3' (Tab. 4) SEQ.ID.NO. 17 
MBD 

so 5*-BIO- TVY-T-3* (Tab. 4) SEQJD.NCU8 

I 

DIG 

35 



Monobiotinylierung via on-line-Einbau von Bkrtinoyl-6-amidohexyi-phosphor-amidft 

on-line-Einbau von 3-Trif»uoacetamido-1.2-propandioi-phosphoramid^ nachfolgend basische EntWockung, 
Veriangerung mit 6-Aminocapronsaure NHS-Ester und MarWerung Ober Umsetzung mit DIG-3-O-carboxy- 
methyl-NHS-ester (basenstabil) (siehe oben). 

lwvtJ Als Disposables dienten mit schwarzem Kohlenstoffpigment eingefarble Polystyrol-Disposables (DE- 
1 9707204 6) mit einer Vertiefung der MaBe 0.7 cm (rund. Durchmesser) x 0.15 cm (tief). die mit einer thermoRSA-Bio- 
tin / Streptavidin-Schicht aktiviert wurden (PCT/EP 89/00195). Biotin-funktionalisierte Fangsonden wurden daraufdurch 
einen Inkjet Printing-ProzeB analog EP-A-0 268 237 immobilisiert. Jede DOse des Druckkopfes wurde jeweils mit einer 
Fangsonden-LOsung anderer SpezHitat befOltt. so Weine. voneinander isolierte, kreisrunde Reaktionsf elder mit emem 
Durchmesser von ca. 100 nm in geometrischen Mustern auf den Testtrager gedruckt, getrocknet und damit ein Array 
verschiedener Fangsonden generiert (C2a-Festphase). 

[0063] DrucWOsung Onkjet printing solution): 5 mM Mes/5 mM Tris-HCI. pH 7.4, 1% (w/v) Saccharose. 0.5 mg/ml RSA- 
Res (dialysiert), Sonden-Konzentration 1 \>M. 



BIO = 

40 

Y = 



55 D) Sondenhybridisierung 

[0064] Danach wird z. B. mit einem Hamilton MicroLab-Dispenser nacheinander. und durch eine Luftblase getrennt, 
40 p\ Hybridisierungs- (= Neutralisations-)Puffer und 10 *il denaturiertes PCR-Amplifikat aufgezogen, und anschlie- 
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Bend druckvoll in einem Schritt ins Disposable dispensiert, so daB eine rasche Vermischung eintritt und ein identisches 
to for alle Hybridisierungsereignisse vorliegt Die Mischung wurde fGr 90 min bei Raumtemperatur (Tabellen 1 bis 3) 
inkubiert, bzw. 37 °C (Tabelle 4). mit (Tabellen 1 bis 3) bzw. ohne (Tabelle 4) Schutteln (E. BOhler Swip, 250 rpm, linear). 

Hybridisierungspuff er : 

[0065] 10 mM Tris/HCI, 4 M TMAC (Tetramethyiammonium-chlorid), 1 mM EDTA, 0.1 % Tween-20 pn Bsp.4: Zwrtter- 
gent 3-12] (w/v). 0.013% Oxypyrion. 0.01 % Methylisothiazolon. pH 6.3. 

E) Waschschritt 

[0066] Zuerst 20 sec b/T-Trennung bei 59 (61)°C (eingestellte Solltemperatur an der manuellen DNA-Waschvorrich- 
tung) bzw. 60°C (Isttemperatur am semiautomatischen Inkubator/SchQttler/Waschmodul) rrrit WaschlOsung 1 (RuBrate 
14.4 bzw 12 ml/rnin); sofort hinterher 20 sec mit salzarmem Waschpuffer bei RT nachwaschen (WaschlOsung 2, FluB- 
rate 12 ml/mi n). 

WaschlOsung 1(f0r Stringenz-Waschschritt nach Hybridisierung): 
[0067] 

10 mM Tris/HCI. 4 M TMAC. 1 mM EDTA, 0.1% Tween-20 [in Tab.4: Zwittergent 3-12] (w/v), 0.013 % Oxypyrion. 
0.01 % Methylisothiazolon. pH 8.0. 

[0068] WaschlOsung 2 (zum Nachwaschen bei der bound/free-Trennung nach Hybricfisierun. sowie zur bound/free- 
Trennung nach Kbnjugatreaktion): 

15 mM NaCI / 1 .5 mM Na 3 -Citrat / 0.1 % SDS-LOsung. pH 7.0 

F) Konjugatbindung 

[0069] 30 \i\ Konjugatsuspension (anti-DIG-funktionalisierte Ruorobeads in stabiler Suspension 0.01 Gew. %) wurden 
in die MukJe pipettiert und die Mischung 30 min bei Raumtemperatur (60 min. 37 °C in Tabelle 3) inkubiert. FQr die 
abschlieBende DIG : Arrti-DIG-lmmunreaktion mit SchOtteln (E. BOhler Swip. 250 rpm. linear) (Tabellen 1 bis 3) bzw. 
ohne (Tabelle 4). 

[0070] AnschlieBend wurde 8 sec mit salzarmem Waschpuffer (WaschlOsung 2) bei RT und einer FluBrate von 12 
ml/min gewaschen. 

Konjugatsuspension: 

[0071] MAK(DIG)(lgG)-110 nm COOH-Latex-Ruorobead-Suspension (hergestellt aus BM-Biochemicals Beads. 
Kat Nr. 1742582. verwendet gemaB US-A-5.51 6.635) 0.1% Gew. -solids wird hergestellt durch Aniosen elnes Fiasch- 
chensKonjugat-Lyophilisatmit200 \i\ Aqua bidest, Zubereitung von Tagesbedftrfen durch 1:10-Verd0nnung aufO.01 % 
solids in Konjugatpuffer. 

Konjugatpuffer: 

[0072] 50 mM Tris/HCI. pH 8.5. 150 mM NaCI. 0.5 % RPLA-IV, 10 ng/ml M-lgG-1 (poly- Fab, BM. Biochemicals for the 
Diagnostic Industry, Kat. Nr. 1368388). 10 ng/ml M-lgG-2a(poly-Fab. BM. Biochemicals for the Diagnostic Industry, Kat. 
Nr. 1866729), 0.05 % (w/v) Tween-20. 0.095 % NaN 3 . 

G) Messung der gebundenen Fluoreszenz und Auswertung 

[0073] Detektion geschah rn'rt einem Mikroskop/CCD-Kamera-Aufbau von der Hrma. Leica (Heidelberg, BRD). 
[0074] In den Tabellen 1 -3 sind MeBergebnisse zusammengestellt die mit dem anfanglichen 5X (5 Sonden) Array bei 
vergleichender Bewertung von F- (= via forward-Primer markierte sense-Strange) und R- (= via reverse-Primer mar- 
Werte anti-sense-Strfinge) Ampllcons unter manueller TestfQhrung erbracht wurden. Varllert wurden die Waschtempe- 
ratur im Stringenzwaschschritt nach Hybridisierung sowie Inkubattonstemperatur bzw. -ze'rt for die Konjugatreaktion. 
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Tabelle 1 



5X Array 



Charakteristik: wwcton mit Wawchpuffer 1; 5»«C, (20mc Waschpufferzufuhr) 
Konjugat 30mln schOttoln/RT 





Festphase mit verschiedenen Sonden 


in getr 


ennten 


Spots 




DpaKa 


CS3 


VK(2) 


cS4 


VK(2) 


cR4a 


VK(2) 


cR4b 


VK(2) 


cS5 


VK(2) 


D WT 




12.5% 




7,3% 


94 


9.8% 


44 


8.6% 


mm 


6.1% 




mn 


13,6% 


95 


34,4% 


29 


9,5% 






52S399: 


12,5% 


R-R4a 


cams* 


15,3% 


321 | 


22.8% 




5,9% 


130 


5,8% 


P» 


4,2% 


R-R4b 




15,5% 


118 


8.1% 


199 


8,4% 




4,8% 




3,5% 






14,0% 


asas/m. 


13,0% 


72 


10,3% 


38 


7,3% 


165 


6,3% 


F-/R-WT 




7.1% 


rl>564Z% : 


8,8% 


145 


12,0% 


65 


10,3% 


34002 


9,8% 


F-WT 




13.8% 




22,9% 


117 


23 1% 


57 


19,6% 


3333 


19,1% 


F-dS4 




5,5% 


237 


22.3% 




8 1% 


43 


5,0% 


15792 


10,6% 


F-R4a 


;J?*272F3& 


12,6% 


419 


4.8% 




# /D 


89 


5.8% 


5375 


1,4% 


F-R4b 




12,3% 


103 


21.6% 




I /o 


2601!! 


21,9% 


{7805 


15,8% 


F-R5 ; 


/M3&SE 


4,9% 


-78502 


8.8% 


jut* 


# ,0 /D 


54 


6.6% 


631 


10,8% 






















5 ~~ Festphase 
















Probe 


cS4 


cR4a 


cR4b 


c$5 














R-WT 




2.2% 


1.0% 


Ca*72xBGS 














| R-dS4 


2,2% 


0.7% 


0,5% 
















I R-R4a 


4,1% 


i100J0% 


1.7% 
















R-R4b 


3,5% 


5,9% 


100,0% 
















R-R5 


100,0% 


1.3% 


0.7% 


ca. 0.09xWT 














F-/R-WT 


100,0% 


I 2.6% 


1.1% 


caui25xBG 














F-WT 


100.0% 


2.6% 


1.2% 


cauVlOOxBG' 














F-dS4 


5,2% 


1,0% 


0.9% 
















F-R4a 


7,8% 


100.0% 


1.7% 


!• . " 'vV;. ; -. 














F-R4b 


4.0% 


10,0% 


100'0% 
















F-R5 


10010% 


1,4% 


0.7% 


ca. 0.19xWT 















Die grau hinteriegten Felder kennzeichnen ein Hybridisierungsereignis mit einer exakt 
komplementaren Sonde. 



45 



SO 



55 
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Tabelle 2 5X Array 



Charaktaristik: waschen mft Waschpuffer 1 ; 61 *C, (20sec Wascltpuffwzufuhr) 
30min schOtteln/RT 





Festphase mit verschiedenen Sonden in getrennten Spots 


Probe 


cS3 


VK(2) 


\ cS4 


VK(2) 


cR4a 


VK(2) 


cR4b 


VK(2) 


cS5 


VK(2) 


R-WT 




16,5% 




9.3% 


140 


18,5% 


62 


12.2% 


32831 


3,2% 


R-dS4 




9.2% 


215 


15.4% 


32 


9,1% 


30 


8.9% 


38^ 


8.0% 


R-R4a 




19,7% 


423 


7,6% 




7.6% 


136 


13.7% 


508B 


5,7% 


R-R4b 


■msm 


15,5% 


154 


18,1% 


238 


13,7% 




4.7% 


8192; 


2.8% 


R-R5 




26.0% 




12.8% 


77 


10,5% 


37 


8,4% 


127 


7,0% 


F-7R-WT 




19,3% 


435522$ 


8.2% 


115 


8.3% 


52 


9.4% 


4046 


10.1% 


F-WT 




14.8% 




7,2% 


87 


10,0% 


44 


6.8% 


3438i 


3,3% 


F-dS4 


:>>g$35»£*- 


14.6% 


167 


6,8% 


39 


9.5% 


42 


4.7% 


6959 


6,5% 


F-R4a 




9,5% 


349 


13,0% 


.3989: 


4.6% 




6.6% 


729Q 


6,5% 


F-R4b 


3S622H2 


13.3% 


85 


32.8% 


155 


27,2% 


xsm 


22,1% 


803a 


12,8% 


F-R5 




22.8% 


*i728GrS 


5.7% 


108 


4.7% 


45 


6,0% 


256 


10,4% 



I Festphase 



Probe 




I cR4a 


cR4b 


cS5 


R-WT 


10Q»% 


2.4% 


1.1% 


C£b450xB(£ 


R-dS4 


3,7% 


0,5% 


0.5% 




R-R4a 


5.0% 


10010% 


1.6% 




R-R4b 


1,8% 


5.3% 


10010% 




R-R5 


100,0% 


1,3% 


0.6% 


ca. 0.04xWT 


F-/R-WT 


100,0% 


3,2% 


1,5% 


ca^ODgBGh 


F-WT 


ioo;o% 


4,0% 


2,0% 


ca:.140xBG 


F-dS4 


7,8% 


1.8% 


2,0% 




F-R4a 


10,9% 


100i0% 


2,4% 


!v;r*. 


F-R4b 


5,1% 


9.3% 


100,0% 




F-R5 


100,0% 


1.5% 


0.6% 


ca. 0.07xWT 



45 



50 
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Tabelle 3 5X Array 

Charakteristik: waschen mlt Waschpuffer 1 ; 61 *C, (20sec Waschpufferzufuhr) 
60min schOttoln, 37*C 



Ergebnisse 





Festphase mit verschiedenen Son 


iden it 


i getre 


nnten 


Spots 


VK | 


Probe 


cS3 


VK 


cS4 | 


VK 


cR4a 


VK 


cR4b 


VK 


|cS5 1 




R-WT 




2,1% 




9.3% 


382 


3,0% 


354 








R-dS4 




4,5% 


428 


6.4% 


378 




378 






I R-R4a 




2,2% 


581 


8.4% 




5.9% 


464 


2.5% 




2,6% 


R-R4b 






462 


3,9% 


498 


1,7% 


■•3761 


4,1% 


mm 


5,0% 


R-R5 




2,6% 


..:|8289£l 


9,4% 


399 


3,0% 


354 




410 


1.5% 


F-/R-WT 




4,2% 


$890;? 


4,8% 


515 


4.0% 


429 


9,2% 


mm 


1,3% 


F-WT 






smmw 


36,4% 


356 




356 






F-dS4 




5,4% 


481 


6,7% 


348 




348 






F-R4a 




3.4% 


574 


7.5% 


mm 


7,4% 


391 








F-R4b 




2,8% 


430 


4,3% 


464 


1.9% 


2633 


4,4% 


m$B\ 2,9% 


F-R5 




2.4% 


1!I210J 


6,2% 


421 


1,9% 


366 









Festphase 


; Probe 


cS4 


cR4a 


cR4b 


cS5 


R-WT 


4fl03»% 


13,7% 


12,7% 




R-dS4 


15,3% 


13,5% 


13,5% 




R-R4a 


5,7% 




4,6% 




i R-R4b 


12.3% 


13.2% 


ioo;a% 




R-R5 


Amm 


4.8% 


4.3% 


23,2% 


F-/R-WT 


vmm 


6.5% 


5,4% 




F-WT 




44.0% 


44.0% 


100,0% 


F-dS4 


59.5% 


43,0% 


43,0% 




F-R4a 


19.0% 


50010% 


13.0% 


'■■•tjrnsSSJi 


| F-R4b 


16.3% 


17.6% 


100,0% 




F-R5 


100^% 


3.8% 


3.3% 


34.4% 



[0075J Tabelle 4 zeigt dasselbe fur das erweiterte 1 2X (1 2 Sonden) Array unter den Bedingungen 90 mm Hybridisie- 
rung bei 37°C. 30 min Konjugatreaktion bei RT P Probenwaschschritt bei 60*C fur 20 sec, durchgefuhrt am semi-auto- 
matischen DNA Inroibator/Schuttier/Waschmodul. Zu diesem Zeitpunkt war der Test fur die neu hinzugekommenen 
Regionen 1 und 2 noch nicht optimiert so daG primar die Regionen 4 und 5 (wie beim Weineren anfanglichen Array) 
heranzuziehen sind. Die Lage der Regionen ist in FIG 3 angegeben. 



0962536A1J_> 



13 



EP0 962 536 A1 



Tabelle 4 



12X Array 



10 



15 



20 



25 



Festphase mtt verachiedenen Sonden in getrennten Spots 



riDDB Mr 


Name 


coo 


CO 1 * 






CUOn 


cS5 




J 


WT3.11 






O 1 Q/ 
^, I7T> 


U.Ovo 


7 40/ 
' ,1/0 




0,o% 


4 


WT 3.11 








U,o% 






12% 


5 


R1a 






0,5% 


0*2% 


12% 




2,1% 


6 


R1a 






0,4% 


02% 


2.6% 




2,8% 


7 


R2 






0,4% 


0,1% 


0,4% 




1,1% 


8 


R2 




10<*0% 


0,4% 


0,1% 


0.8% 




1.5% 


9 


R4a 




12,9% 


440q&98 


1,5% 


2,0% 




0,9% 


10 


R4a 




13,1% 




3,3% 


5,3% 




3,1% 


11 


R4b 




14.3% 


7,9% 


*1QQi8% 


9,6% 


miwm< 


2,7% 


12 


R4b 




7.4% 


42% 


^D03D% 


5,2% 


mmm 


0,8% 


13 


dS4 




19,1% 


0,5% 


02% 


1004X8 




1,3% 


14 


dS4 




15.5% 


0,4% 


0.1% 






0.6% 


15 


R5 






2,5% 


2,3% 


14.2% 


0,4% 




16 


R5 




mooso% 


1,5% 


0,7% 


9.0% 


1,4% 




17 


WT F/R-Amp. 




100.0% 


6,8% 


12% 


10,4% 




3,2% 


18 








4,9% 


1.1% 


22.1% 




1,8% 


19IWT3.11. 1 




3,0% 


0,3% 


8.2% 




1.0% 


20|WT3.11 


10030% 


3,0% 


0,6% 


20,4% 




0,6% 



30 



35 



40 



SO 







i Festphase 


Probe Nr 


Name 


cS3 


cS4 


cR4a 


cR4b 


cdS4 


cS5 


cR5 


3 


WT3.11 




mo% 


4,6% 


1,0% 


20,3% 


3kioo;o% 


3,4% 


4 


WT3.11 




1p0»% 


7,6% 


2.6% 


18,2% 




i 2,8% 


5 


R1a 




,100,0% 


0,5% 


i 0,2% 


1,7% 




1.5% 


\ 6 


R1a 




~too*% 


0,8% 


| 0,5% 


0,9% 




3,4% 


7 


R2 




^00»% 


1,7% 


0,1% 


5,3% 


r^iooaaafl 


3,6% 


8 


R2 




ww% 


3,4% 


0,6% 


2,6% 


wzym 


5,8% 


9 


R4a 




53,6% 


1OOJ0% 


2,4% 


1,4% 


mootm 


4,1% 


10 


R4a 




90,4% 


Wm 


1,2% 


5.8% 




2,4% 


11 


R4b 




29,3% 


15,5% 


100.0% 


15,3% 




8,3% 


12 


R4b 




54,7% 


25,9% 


1Q0i0% 


16,6% 




8,9% 


13 


dS4 




50,4% 


1,8% 


0,7% 


100UBS 




1,8% 


14 


dS4 




51,0% 


2,3% 


0.5% 


100fl# 


moms 


0,3% 


15 


R5 




100,0% 


10,9% 


12,3% 


5,6% 


62% 


>100v0% 


16 


R5 




10OA% 


1.9% 


0.4% 


3,6% 


2,4% 


^I0«0% 


17 


WT F/R-Amp. 




khko% 


5.8% 


2,8% 


17,8% 




1.8% 


18 


WT F/R-Amp. 




100,0% 


5,5% 


0,7% 


24,6% 




2,3% 


r ~ 19 


WT3.11. 




100;P% 


6,4% 


2,6% 


6,4% 




3,3% 


t 20 


WT3.11 | 




ioo;o% 


4,5% 


0,6% 


21.9% 


: :T00fl% 


1,1% 



55 



[0076] In alien Fallen wind deutlich, daB bei Verwendung von R-Amplicons, d. h. Indirekter Nachwels Ober den 
Strangreassoziationskomplex. uberraschend eine signrfikant bessere Diskriminierung erreichbar war als mit direktem 
Nachweis von sondengebundenen F-Amplicons. 
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[0077] Dlocor Oborroechondo Effokt kommt besonders dann zum Tragen, wenn einzelstrflngige Analyt-DNA oder 
RNA sehr stark zu stranginterner SekundarstaikturbikJung neigt so daB rSumliche Umorientierungsprozesse die 
Zuganglichkeit der nachzuweisenden Gruppe beeinf lussen. Dies ist for das amplif izierte rpo-p-Gensegment der Fall 
(siehe FIG 4: 2D-Faltungsvorschlag nach einem Algorithmus von Dr. Zuker, Washington University, Institute for Biome- 
dical Computing). In FIG 5 wuide versucht die Situation fur den Fall bildlich zu illustrieren. in dem (ungleich zu der vor- 
liegenden Erfindung) die Fangsonde direkt mit dem markierten Strang hybridisieren wurde. wenn stranginterne 
Reassoziation (Situation A) bzw. keine stranginterne Reassoziation (Situation B) voriage. 



BNSOOCID: <EP 0962536A1_I_> 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Roche Diagnostics GmbH 

<120> DNA-Nachweis ueber einen Strangreassoziationskompl 

<130> 4851al 

<140> 
<141> 

<160> 18 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<40C> 1 

tcgccgcgat caaggagt 

<21C> 2 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<400> 2 

tgcacgtcgc ggacctcca 

<210> 3 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<220> 

<221> misc_signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate ester with digoxigenin 
<400> 3 

tcgccgcgat caaggagt 

<210> 4 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc_signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate ester with digoxigenin 
<40O> 4 

tgcacgtcgc ggacctcca 

<210> 5 

<211> 157 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
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<400> 5 rn 

tegccgegat caaggagttc ttcggcacca gccagctgag ccaatc:atg gaccagaaca 60 

acccgctgtc ggggttgacc cacaagcgcc gactgtcggc gctggggccc ggcggtctgt 120 
cacgtgagcg tgccgggctg gaggtccgcg acgtgca 157 

<210> 6 
<211> 38 
<212> DMA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<220> 
<221> misc_signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 6 

15 tttttttttt tttttttttt attggctcag ctggctgg 38 

<210> 7 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
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<220> 

<221> misc__signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 7 

tttttttttt tttttttttt ttggctcggc tggctggt 38 

<210> 8 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc__signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 8 

tttttttttt tttttttttt gttgttctgg tccatgaa 38 

<210> 9 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc^signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 9 

tttttttttt tttttttttt gttgttctgg agcatgaa 38 

<210> 10 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 



BNSDOCIO: <EP 0962536A1J_> 
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<220> 

<221> misc_signal 
<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

5 

<400> 10 

tttttttttt tttttttttt caaccccgac agcgggtt 38 

<210> 11 
<211> 38 
10 <212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<220> 

<221> misc_signal 
<222> (1) 

15 <223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<400> 11 

tttttttttt tttttttttt tcaaccccga cagcgggt 38 

<210> 12 
20 <211> 38 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc^signal 
25 <222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<400> 12 

tttttttttt tttttttttt tcggcgcttg tgggtcaa 38 



30 



<210> 13 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

^ <221> misc_signal 

^ <222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<400> 13 

tttttttttt tttttttttt tcggcgcttg taggtcaa 38 

<210> 14 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc_signal 
<222> {1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 14 

tttttttttt tttttttttt tcggcgcttg tcggtcaa 38 

<210> 15 
<211> 38 
<212> DNA 
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<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> miac_oignal 
5 <222> (1) , . , 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<400> 15 

tttttttttt tttttttttt tcggcgcttg cgggtcaa 

10 <210> 16 

<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

15 <221> misc signal 

<222> (1) 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 
<400> 16 

tttttttttt tttttttttt ccccagcgcc gacagtcg JO 

<210> 17 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc_signal 

<222> (1) A ^ 

<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<400> 17 

tttttttttt tttttttttt ccccagcgcc aacagtcg Ja 

<210> 18 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 
<220> 

<221> misc_signal 

<222> il) m 
<223> Phosphate linked to biotin via Aminolinker 

<220> 

<221> misc_signal 
<222> (27) 
<223> Y means incorporation of 

Aminolinker-phosphoramidite subsequently estered 
with 3-0 carboxyraethyl digoxigenin 

45 <400> 18 

tttttttttt tttttttttt ttrttyt 
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PatentansprOche 

1 . Verfahren zum selektiven Nachweis einer NuWeinsaure enthaltend die Schritte 

Amplifikation der NuWeinsaure Oder eines Teils davon mit Hilfe zweier Primer, von denen einer mrt einem 
Strang der nachzuweisenden Nudeinsaure und der andere mrt einem hierzu komplementaren Strang hybridi- 
sieren kann und von denen mindestens einer eine nachweisbare Markierung gebunden enthait. unter Bildung 
jeweils eines Veriangerungsproduktes dieser Primer in einer Reaktionsmischung, 

Bindung einer Fangsonde an eines dieser Veriangerungsprodukte unter Ausbildung eines Hybridisierungs- 
komplexes. der die Fangsonde und mindestens dieses Veriangerungsprodukt enthait, 

Abtrennung des an die Fangsonde gebundenen Veriangerungsproduktes von nicht gebundenen Arrteilen der 
Reaktionsmischung, und 

Bestimmung der an die Fangsonde gebundenen nachweisbaren Markierung, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonde so gewahit wind, daB sie mit dem Strang des Veriangerungspro- 
duktes binden kann, der auch mit dem durch Verlflngerung des markierten Primers gebiideten Verlfingerungs- 
produkt hybridisieren kann. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB nur einer der zwei Primer die nachweisbare Markie- 
rung enthatt, namlich der, welcher das mit der Fangsonde antiparallel-komplementare, nicht direkt hybridisierungs- 
fdhige Veriangerungsprodukt erzeugt. 

3. Verfahren gemaB einem der vorangehenden AnsprQche. dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonde an eine 
Festphase gebunden ist. 

4. Verfahren gemaB des Anspruches 3, dadurch gekennzeichnet daB der gebiktete festphasengebundene Hybridi- 
sierungskomplex durch ein signalgebendes oder signaterzeugendes Nachweisreagenz sichtbar gemacht wird. das 
eine mit der Primer-Markierung bindefahige Komponente enthait 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Nachweisreagenz eine part'kuiare signalge- 
bende Oder signalvermittelnde Komponente errthait. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Veriangerungsprodukte zunachst in einzelstran- 
gige Form gebracht werden und dann in Korrtakt mit der Fangsonde gebracht werden und Bedingungen eingestellt 
werden, bei denen die Fangsonde an den Strang des Veriangerungsproduktes binden kann. 

7. Verfahren gemaB einem der vorangehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB das in Kbntaktbringen mit 
der Fangsonde und das Einstellen von Bindungsbedingungen im weserrtlichen gleichzeitig geschieht, so daB der 
Reaktionsstart for die Bindung der Fangsonde an das Veriangerungsprodukt im wesentJichen identisch ist mit dem 
Reaktionsstart fOr eine Reassoziation der Vertangerungsproduktstrdnge. 

8. Verfahren gemaB einem der vorangehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB die Veriangerungsprodukte 
durch alkalische Denaturierung in einzelstrangige Form gebracht werden und das Einstellen von Bindungsbedin- 
gungen eine Neutralisierung beinhaltet 

9. Verfahren zurh selektiven Nachweis von spez'rf ischen Sequenzen in einer oder mehrerer NuWeinsaure(n) aus einer 
Probe enthaltend die Schritte 

Amplifikation der NudeinsSure(n) oder Teilen davon mit Hilfe mindestens eines Sets von zwei Primern, von 
denen einer mit einem Strang der Nucleinsaure(n) und der andere mit eiriem hierzu komplementaren Strang 
hybridisieren kann und von denen mindestens einer eine nachweisbare Markierung gebunden enthait, unter 
Bildung von Verldngerungsprodukten dieser Primer for jede dieser Sequenzen, 

Bindung jeweils eines Veriangerungsproduktes an jeweils eine Fangsonde, di dieses Veriangerungsprodukt 
selektiv binden kann, sofern die Sequenz in der Probe enthalten war, unter Bildung von Hybridisierungskom- 
plexen, 
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- Abtrennung der an die Fangsonden gebundenen Veriangerungsprodukle von nichl gebundenen Anteilen der 
Reaktionsmischung. und 

Bestimmung der an die Fangsonden gebundenen nachweisbaren Markierung, 
5 dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonden so gewahlt werden. daB sie jeweils mit dem Strang des Verian- 

gerungsproduktes hybridisieren kOnnen, der eine zu der Sequenz der Fangsonde komplementare Sequenz 
enthait und der auch mit demdurch Verlangerung des markierten Primers gebildeten Veriangerungsprodukt 
hybridisieren kann. 

w 1 0. Verlahren gemaB Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB die Fangsonden an raumlich getrennte. unterscheid- 
bare Bereiche einer Festphase gebunden sind. 

1 1 . Verlahren gemaB Anspruch 9 Oder 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB nur ein Primer jedes Sets ein mit einer nach- 
weisbaren Gruppe markierter Primer 1st. 

75 

1 2. Verlahren gemaB Anspruch 1 1 . dadurch gekennzeichnet, daB dieser Primer for die Bildung von Veriangerungspro- 
dukten aus einer Vlelzahl von spezif ischen Sequenzen verwendet wird. 

1 3. Reagenzkit zum Nachweis von Nucleinsauren enthaltend in getrennten Behaitern 

20 

- mindestens einen Primer, der eine nachweisbare Markierung gebunden enthatt. zur Amplif ikation der Nuclein- 
sauren oder Teilen davon, 

- mindestens 2 immobilisierbare oder immobilisieiie Fangsonden unterschiedlicher Sequenz. 

25 dadurch gekennzeichnet. daB der Primer so gewahlt wird. daB er mit demselben Strang des Veriangerungs- 

produktes hybridisieren kann wiedie Fangsonden. 

14. Verwendung eines Reagenzienkits. enthaltend mindestens einen nachweisbar markierten Primer und mindestens 
2 immobilisierte oder immobilisierbare Fangsonden mit unterschiedlicher Sequenz, wobei der mindestens eine 

30 nachweisbar markierte Primer so gewahlt wird. daB er mit demselben Strang jeder Zielnucleinsaure hybridisieren 
kann wie die Fangsonden, bei der Mutationsanalyse. 
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